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За ішемічно-реперфузійного ушкодження
мозку відбувається окиснення білків внаслідок
дії вільних радикалів. Деградація білків пере-
бігає за участі численних протеаз, які за зви-
чайних умов знаходяться в неактивному стані,
а їх активність спрямована, в основному, на
усунення короткоживучих регуляторних пеп-
тидів, запобігаючи перевантаженню цито-
плазми клітини. Активує більшість протеаз не
стільки поява великої кількості окиснених
білків, скільки зростання кальцію у цитоплазмі,
оскільки більшість із них є кальцієзалежними.
Саме таке явище і наявне за ішемії нервової
тканини.
У механізмах протеолітичної активності, що
діють за ішемічно-реперфузійного ушкодження
головного мозку, розрізняють такі патогене-
тичні ланки: активність системи кальпаїну, кас-
паз, деградацію білків у протеосомах, дію лізо-
сомальних протеаз і металопротеїназ, відпові-
дальних за зруйнування гематоенцефалічного
бар’єра (ГЕБ).
Нейронам властива низка протеаз і шапе-
ронів, що запобігають нагромадженню окисне-
них і нефункціональних білків, які сприяють
нейрональній загибелі. Серед них протеосомний
комплекс, відповідальний за селективне розпі-
знавання і деградацію окиснених білків, перева-
жає інші протеази, тому що їх протеоліз галь-
мується після інкубації культури нервових
клітин із протеосомним інгібітором. Протео-
сомна система характеризується нелізосомаль-
ним протеолітичним механізмом. Численні
білки маркуються для деградації, ковалентно
зв’язуючись з убіквітином. Протеосомна ак-
тивність не знижується після кисневоглюкозної
депривації, тому можна вважати, що власне
протеосома є відносно стійкою до окисного
стресу і може бути активною складовою клі-
тинного захисту [1]. Хоча зазначають, що убі-
квітинпротеосомна система може відігравати
подвійну роль щодо нейронів упродовж цереб-
ральної ішемії [2].
Згідно з іншими дослідженнями, є дані про
пригнічення протеосоми, яке супроводжується
посиленням синтезу глутатіону та збільшенням
рівня молекул шаперонів, включаючи білки
теплового шоку, що підвищує резистентність
клітини за різних типів інсульту [3]. Крім того,
зазначають негативні ефекти такої інгібіції. У
постішемічному гіпокампі відмічено акумулю-
вання кон’югованого убіквітину і відсутність
його у вільному стані. Акумуляція убіквітину
може відбивати гіпофункцію чи зниження про-
теосомної активності. Уведення протеосомних
інгібіторів у бічні шлуночки щурів зумовлює
ДНК-фрагментацію у різних полях ЦНС, су-
пресія протеосоми здатна зумовлювати нейро-
нальний апоптоз. Пригнічення протеосоми ко-
релює з гіпоксично зумовленим зменшенням
внутрішньо- і зовнішньоклітинного рН, що мо-
же діяти на протеосому прямо через денатура-
цію й опосередковано — через поширення фор-
мування вільних радикалів. Після церебральної
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ішемії-реперфузії відмічається часозалежне
зменшення протеосомної активності у ділянках,
які підлягали її впливу, що пов’язують із пост-
трансляційними змінами, а не зі зменшенням
експресії протеосомних субодиниць [4].
Після коротких періодів ішемії нейрони ги-
нуть не одразу, під світловим мікроскопом
вони виглядають нормальними, а під електрон-
ним — помітне домінантне патологічне явище
акумуляції убіквітинізованих білків, особливо в
уразливих до ішемії нейронах гіпокампа. Протео-
сомна пептидазна активність транзиторно зни-
жена приблизно на 50 % після 10 хв мозкової
ішемії, а потім повертається до контрольних
значень після 1 год реперфузії [5]. В інших дослі-
дженнях продемонстровано часозалежне змен-
шення протеосомної активності, не пов’язане зі
зменшенням експресії протеосомних субоди-
ниць після церебральної ішемії-реперфузії [6].
Вважають, що активні форми кисню відігра-
ють важливу роль у пригніченні протеосоми
через збільшення рівня продуктів перекисного
окиснення ліпідів та окисно модифікованих
білків. Агреговані білки можуть фізично заку-
порювати вхід у протеосому чи блокувати ка-
талітичні місця [7].
Кальпаїн — це серинова протеаза, яка за
звичайних умов відсутня у цитозолі нейронів і
вивільняється з лізосом за ішемічного інсульту
та при інших патологіях. Функція її полягає в
деградації цитоскелета нейрона: перетворення
р35 на укорочену форму р25, відсутню в нормі.
У результаті за участі Тау-білка відбувається
гіперфосфорилування компонентів цитоскелета
нейрона з подальшою агрегацією білків і де-
монтаж нейрона в результаті апоптозу [8].
Кальпаїн посилює сприйнятливість до каль-
цієвих сигналів [9]. Низькі базальні рівні цих
протеаз мають оптимістичний прогноз щодо їх
корисності як маркерів клітинного ушкоджен-
ня [10], хоча доведена важливість кальпаїну
після глобальної ішемії мозку, коли білковий
синтез знижений упродовж раннього періоду
реперфузії. Пригнічення його за цих умов не
відновлює порушеного білкового синтезу [11].
Доля клітини визначається співвідношенням
між кальпаїнами і кальпастатинами. Каспази
здатні розщеплювати кальпастатини, сприяючи
таким чином реалізації кальпаїнзалежних
ефектів за апоптозу [12]. Вони вивільняються з
мітохондрій унаслідок надходження іонів каль-
цію [13], зумовлюють морфологічні зміни в ней-
ронах через кілька годин після ішемії [14]. При-
гнічення їх, безперечно, має позитивні наслідки
[15]. Результати досліджень показують, що за
ішемії мозку в дорослих щурів процеси в різних
ділянках ішемічної зони є як каспазо-3-залежни-
ми, так і незалежними. Тому пригнічення синте-
зу каспази-3 у лікуванні ішемічного ушкоджен-
ня обмежене через альтернативні шляхи апо-
птозу, що активуються за ішемії мозку [16].
Реалізація каспазонезалежної програми — це
не просто альтернатива апоптозу, коли каспа-
зи є неспроможними, але унікальний процес,
відмітний від апоптозу і некрозу. Каспазонеза-
лежна програма клітинної загибелі є комплекс-
ною, що потребує вивчення для подальшої те-
рапії інсульту [17].
Внаслідок ішемії рівень внутрішньоклітинно-
го кальцію зростає через вивільнення з ендо-
плазматичного ретикулуму, що активує µ-каль-
паїн на лізосомальних мембранах нейронів, зу-
мовлюючи вивільнення катепсинів В, L, D, че-
рез утворення пор у лізосомальній мембрані, що
призводить до некрозу. Катепсини В є тригером
активації каспази-11 і послідовно каспази-3, що,
у свою чергу, призводить до апоптозу. Цито-
плазматичний рН зменшується після лізо-
сомального вивільнення і є оптимальним для
потенціювання катепсином деградації клітин-
них конститутивних білків. Інгібітори катеп-
синів зменшують ушкодження [18].
Внаслідок роботи клітинних систем антиок-
сидантного захисту генерується пероксид вод-
ню, який дифундує в лізосоми, де за реакцією
Фентона утворюється гідроксил-радикал; з
дією останнього пов’язують руйнівні наслідки
ішемії в період реперфузії. Пероксид водню та-
кож постійно генерується у клітині, головним
чином, через втрату електронів із мітохондрі-
ального дихального ланцюга, певна його час-
тина може дифундувати в лізосоми, оминаючи
антиоксидантну систему. Оскільки лізосоми
розщеплюють залізовмісні макромолекули
впродовж автофагоцитозу, вони містять над-
лишкове залізо, яке сприяє генерації гідрок-
сильного радикала [19].
В усіх процесах протеолітичної активності
за ішемії-реперфузії оксид азоту (NO) здійснює
модулювальний вплив, виявляючи як позитивні,
так і негативні ефекти.
При дослідженні культури нейронів отрима-
но дані, що оксид азоту пригнічує убіквітин-
протеосомну систему [20]. Регулює каспазопо-
дібну активність 26S протеосоми [21]. У свою
чергу, протеосома модулює фосфорилування
eNOS [22].
З іншого боку, є дані, що оксид азоту стиму-
лює протеосомну функцію і захищає клітини
від оксидативного стресу. Зростання рівня NO
зумовлює протеосомну активацію, тимчасом
як його зменшення асоційоване з пригніченням
протеосомної активності. Як ендогенний, так і
екзогенний NO збільшує хімотрипсиноподібну
і трипсиноподібну активність 26S протеосоми.
У цих дослідженнях доведено, що не оксидатив-
ний стрес впливає на протеосомну активність,
а надмірний токсичний стрес, коли власне про-
теосома стає суб’єктом для оксидативної мо-
дифікації [23].
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Показана роль оксиду азоту в регуляції взає-
мозв’язків між окисним стресом, гомеостазом
заліза і NO-залежною протеосомною функцією
[24]. Захисний ефект спостерігається при бло-
каді нейрональних лізосом через супресію ви-
вільнення катепсинів і зменшення продукування
NO впродовж церебральної ішемії [25]. Оксид
азоту пригнічує µ-кальпаїн шляхом S-нітрози-
лування активних місць цистеїну [26]. Екзоген-
не уведення L-аргініну підтверджує цей ме-
ханізм [27].
Нас зацікавило, чи руйнуються NO-синтази
(NOS) за такого посилення протеолітичної ак-
тивності.
Показано [28], що 26S протеосома відпові-
дальна за деградацію iNOS людини, а протео-
сомний шлях регуляції iNOS здійснюється на
рівні транскрипції та посттрансляції. Специфіч-
ний інгібітор протеосоми лактацистин блоку-
вав деградацію  iNOS дозо- і часозалежно.
Кальпаїновий  інгібітор  не  вплинув  на  де-
градацію iNOS. У дослідженнях із лізосомаль-
ним інгібітором виявлено незначне, але віро-
гідне нагромадження iNOS, тобто можливість
ролі лізосомального шляху деградації iNOS не
виключається. Однак основний шлях — про-
теосомний.
Залишається нез’ясованим, чи присутні на
поверхні місця до деградаційних сигналів, чи
стерично заблоковані у стабільному димерно-
му стані? Вважається, що стерична будова фер-
менту маскує місця для деградаційних сигна-
лів. Дестабілізація димерної nNOS призводить
до розслаблення структури, розриваючи білок.
Розгортання білка є достатнім для деградації
[29].
Так, причиною протеолізу іNOS стає доступ
до кальмодулін-зв’язувальної ділянки ферменту
[30]. Стабілізація молекули запобігає її дегра-
дації [31]. Має значення і стан гемової просте-
тичної групи. Проведено дослідження in vitro з
використанням 125І-убіквітину, який з’єднував-
ся з nNOS. Гем-дефіцитні мономерні форми
nNOS виявилися більш убіквітинізованими по-
рівняно з гем-повноцінними функціонально ак-
тивними гомодимерами. Інгібітор NNA стабілі-
зував димерний стан nNOS і зменшував міру
убіквітинізації. Висловлено припущення, що
убіквітинізація важлива для регуляції рівня мо-
номерів nNOS in vivo і може становити резерв-
ний пул білків, що швидко змонтовуються за
відсутності білкового синтезу і дають функціо-
нуючі гомодимери [32]. Зауважимо, що окисний
стрес у мозку призводить до структурних уш-
коджень, у першу чергу, мембрано-асоційова-
них білків. У цьому випадку можлива різниця
між самими ізоформами, оскільки eNOS — це
мембранний білок, а nNOS — цитозольний,
тому eNOS може бути більш уразливим, оскіль-
ки він фіксований.
Природні чинники, що селективно впізнають
дисфункціональну nNOS, невідомі, однак при-
гнічення шаперону hsp-90 призводить до зрос-
тання протеосомної деградації nNOS [33].
In vitro NO регулює кальпаїн і каспазу-3, а
in vivo nNOS, кальпаїн і каспаза-3 разом беруть
участь в ішемічному ушкодженні мозку. Впро-
довж експериментального інсульту nNOS вклю-
чається в патологічний процес через активацію
кальпаїну і каспази-3 [34]. Експериментально
доведено, що кальпаїн може протеолізувати
nNOS, запобігаючи подальшій участі NO у ней-
ротоксичних процесах [35]. Уведення аміногуа-
нідину, ігнібітора iNOS, захищає мозок від екс-
периментального інсульту також через при-
гнічення активації кальпаїну і каспази-3 [36].
Внаслідок ішемії збільшується експресія мат-
риксних металопротеїназ активованою мікро-
глією. Ці сполуки спроможні протеалізувати
весь позаклітинний матрикс, зумовлюють дез-
інтеграцію волокнистих структур сполучної тка-
нини, спричинюють деградацію базальних мемб-
ран судин і підвищують їх проникність [37]. На
моделях фокальної ішемії за оклюзії середньої
мозкової артерії показано збільшення проникності
гематоенцефалічного бар’єра, за умов реперфузії,
у ділянці середньої мозкової артерії. Збільшення
проникності ГЕБ часто асоціюється з вазогенним
набряком і набуханням головного мозку [38].
Оксид азоту може сприяти руйнуванню
ГЕБ, зрештою зумовлюючи вазогенний набряк
і вторинне ушкодження мозку; iNOS генерує
NO у  великій  кількості , тому  сприяє  цим
шкідливим ефектам [39].
Мікроглія, а також лейкоцити вивільняють
за умов ішемії цитокіни, хемокіни, інтерлейкі-
ни, брадикініни й інші низькомолекулярні спо-
луки. Протеоліз цих речовин здійснюється про-
теазами у зв’язаному стані з α2-макроглобулі-
ном (α2М). Останній наявний у багатьох біоло-
гічних рідинах, у тому числі в лікворі. Комп-
лекс α2М-протеїназа, за рахунок стеричних
змін у молекулі ферменту, виявляє високу ак-
тивність до низькомолекулярних субстратів.
Нові дані свідчать про участь активної форми
α2М в синтезі NO шляхом підвищення актив-
ності фермента NO-синтази [40].
Підсумовуючи викладене, зазначимо ті пи-
тання, які виникли і є цікавими для подаль-
ших досліджень.
Є достатньо інформації про те, як утворю-
ються протеосоми [41], однак цікаво, за яких
умов вони руйнуються і в якій кількості? Чи
зростає саме їхня активність чи кількість за
ішемії, чи зменшується, які закономірності цьо-
го феномену? Досліджено багато чинників, які
сприяють убіквітинізації NOS, а чи є такі ендо-
генні чи екзогенні речовини, що пригнічують її
убіквітинізацію? Як це може позначитися на
ролі ізоформ NO-синтаз за ішемії мозку?
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Внаслідок інтенсифікації сучасного сільсько-
го господарства, недосконалості очисних спо-
руд великих населених пунктів, порушення тех-
нології зберігання та використання азотовміс-
них мінеральних добрив, забруднення атмо-
сферного повітря окислами азоту останніми ро-
ками значно зріс вміст нітритів і нітратів у во-
ді, повітрі та біосистемах, що призводить до
збільшення надходження їх в організм людини
[1–3].
Це збільшує ймовірність хронічної інтокси-
кації нітратами і нітритами, причому особливо
вразливими групами населення є діти, вагітні,
хворі з хронічною патологією органів крово-
творення, нервової системи, кардіореспіратор-
ної системи. За оцінками експертів ВООЗ [4], у
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Показано, что основной источник поступления нитратов в организм человека в условиях Юга
Украины — овощная продукция (до 80 % от общей токсической нагрузки). Водный фактор не
является ведущим в формировании нитратной нагрузки, однако в некоторых эндемических по
высокому содержимому нитратов в питьевой воде районах он может представлять существен-
ную угрозу для здоровья населения. Определено, что уровень токсичной нагрузки нитратами на
организм человека в условиях Юга Украины составляет от 500 до 1200 мг в сутки, что значитель-
но превышает безопасные уровни.
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There was demonstrated that the main source of nitrate ingestion in Southern Ukraine are vegetables
(up to 80% of total toxic loading). Water factor is not the main in forming nitrates exposure, however
there are some endemic regions with the high concentration of nitrates in drinking water, which are
considered to be a hazard for population health. There was determined that the rate of toxic load with
nitrates is 500–1,200 mg per day. These levels exceed permissible safe concentrations.
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